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Die Bundesrepublik Deutschland, letz tvertreten durch Professor 
Dr. R. Kurth Robert-Koch- Institute in Berlin/Deutschland hat 
eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"Ko- stimulierendes Polypeptid von T-Zellen, 
monoklonale Antikorper sowie die Herstellung 
und der en Verwendung" 

am 23. September 1997 beim Deutschen Patentamt eingereicht. 

Die Anmelderangaben wurden berichtigt in: 
Bundesrepublik Deutschland, letztvertreten durch den 
Direktor des Robert Koch Ins ti tuts, in Berlin/Deutschland. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wieder- 
gabe der ursprunglichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patentamt vorlaufig die Sym- 
bole C 07 K, A 61 K und C 12 N der Internationalen Patent- 
klassif ikation erhalten . 
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Die Ei-findimg betrifift ein Polypeptid (8F4-Molekul) mit der biologischea Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen. Weiterhin betrifift die Ei-findung monoklonale Antikoiper gegeu das 

5 8F4-Molekul iind Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikorper herstelleu. Femer betrifift die 
Erfindimg die Verwendung vou Substanzen, die die biologische Aktivitat des ei-findimgsgemalieii 
Polypeptids 8F4 hemmen, insbesondere moaoklonale Antikoiper, natiirliche oder syntlietische 
Liganden, Agonisten oder Antagonisten, als Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung oder 
Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist. Femer betrifift die Erfinduug 

10 die Verwendung des 8F4-Molekuls oder von Zellen, die das 8F4-Molekiil enthalten, als 
Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung oder Therapie von Erkiankungen an denen das 
Immunsystem beteiligt ist. Weiterhin betrifift die Erfindimg die Verwendung von Substanzen, die 
das erfindungsgemaBe Polypeptid spezifiscH erkennen, insbesondere monoklonale Antikorper, 
natiirUche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten, zur Diagnose von 

15 Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteUigt ist. 
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23. September 1997 

Neue Deutsche Patentanmeldung 

" Ko-stimulierendes Polypeptid von T-Zellen, monoklonale Antikorper sowie die Herstellung und deren 
Verwendung" 

Aiunelder: Bundesrepublik Deutschland, letztvertreten durch Prof. Dr. R. Kurth 
Unser Zeichen: 169-1 

Ko-srimulierendes Polypeptid von T-Zellen, monoklonale Antikorper sowie die 

Herstellung und deren Verwendung 

Die Erfindung betriffl ein Polypeptid (8F4-Molekul) mit der biologischea Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zelleu. Weiterhin betriffl die Erfindxing monoklonale Antikorper gegen das 
8F4-Molekul und Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikorper herstellen. Femer betriffl die 
Erfindvmg die Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des erfindimgsgemaBen 
Polypeptids 8F4 hemmen, insbesondere monoklonale Antikorper, nafurliche oder synthetische 
Liganden, Agonisten oder Antagonisten, als Arzneimittel. Insbesondere betriffl die Erfindung die 
Verwendxmg dieser Substanzen zur Vorbeugung oder Therapie von Erkrankungen an denen das 
Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten und zur 
Verhindeiomg der AbstoCungsreaktionen bei Organtransplantationen. Femer betriffl die Erfindung 
die Verwendung des 8F4-Molekuls oder von Zellen, die das 8F4-Molekul enthalten, als 
Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung oder Therapie von Erkrankungen an denen das 
Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, 
Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 
Weiterhin betriffl die Erfindimg die Verwendung von Substanzen, die das erfindimgsgemalie 
Polypeptid spezifisch erkennen, insbesondere monoklonale Antikorper, naturUche oder 
synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen 
das Immunsystem beteihgt ist. Insbesondere betriffl die Erfindxmg die Diagnose mittels eines 
ELISA-Nachweises, emer EhirchflulJzytometrie, eines Western Blot, eines 
Radioimmunnachweises, einer Nephelometrie oder einer histochemischen Anfarbung. 

T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen, das von "Antigen-prasentierenden Zellen", z.B. 
dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen, dargeboten wird, durch ihren T-Zell-Rezeptor. 
Die Erkennung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor alleme aber reicht in den meisten Fallen 
nicht aus, um T-Lymphozyten ausreichend zu aktivieren. Hierzu bedarf es der zusatzUchen, 
gleichzeitigen Stimulation (nachfiolgend auch "Ko-Stunulation" genaunt) durch andere 



Rezeptormolekule auf der Obeiilache der T-Lymphozyteu. Eines dieser Rezeptonnolekule ist der 
sogeuaiiBte CD28-Rezeptor, der durch das ko-stimulierende Molekul B7 stimuliert wird. Werdeu 
diese "ko-stimulatorischen" Molekiile, z.B. CD28, wirksam, so erreicht die Aktivieiamg der T- 
Zellen uach der Erkemiung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor ein ausreicliendes Niveau. 
Nach einer solclien voUstandigen Aktivierung exprimiert die T-Zelle zusatzliche Molekiile, z.B. 
CD25, CD69, CD71, axif der Oberflache und synthetisiert zahlreiche Zytokine, z.B. IL-2 und 
IFN-y, welche die Funktion von BotenstoflFen haben. Sowohl diese zusatzlichen 
Oberflachenmolekiile wie auch die Zytokine dienen dem Informatiousaustausch der T-Zelle mit 
anderen Zellen des Immunsystems. Durch die zusatzlichen Oberflachenmolekule und die Zytokine 
lenken die aktivierten T-Zellen die gesamte Antigen- spezifische Inamunabwehx. Axif diese Weise 
wird sowohl die Generierung von zytotoxischen Zellen ("Killerzellen") wie auch die Generierung 
von Antigen- spezifischen Antikorpem durch B-Zellen gesteuert. Zytotoxische Zellen wie auch die 
spezifisch gebildeten Antikorper eliminieren virale oder bakterielle Erreger, welche in den Koiper 
eindringen. In emigen Fallen kommt es jedoch zu einem Uberschielien der Imnaunreaktion und das 
Immunsystem richtet sich gegen die eigenen Korperzellen. Das fuhrt zum Auftreten von 
"Autoiranaunerkrankungen", z.B. zu rheumatoider Arthritis, Morbus Bechterew, Sjogren- 
Syndrom, Cohtis ulcerosa, u.a. Emer der wesentUchen Orte der Kooperation zwischen Antigen- 
aktivierten T-ZeUen imd anderen Zellen des Immunsystems sind die sekundaren lymphatischen 
Organe, danmter die TonsiUen. Hier werden die T-Lymphozyten durch das von dendritischen 
Zellen prasentierte Antigen aktiviert, hier interagieren T-Lymphozyten mit B-Zellen. Aufgrund 
dieser Interaktion sezemieren B-Zellen nach mehreren Zwischenstufen der DiJBferenzierung 
Antigen- spezLfische Antikorper vom IgM- und IgG-Typ. 

Das am besten charakterisierte und bisher mit wirksamste ko-stimulatorische Molekul ist das 
CD28-Oberflachenmolekul (nachstehend CD28-Rezeptor oder CD28 genannt), das auf einem 
grolJen Teil der T-ZeUen konstitutiv exprimiert wird. In vitro fuhrt die Ko- Stimulation durch 
CD28 nach Erkennimg des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor zu einer sehr starken Erhohung 
der Zytokin-Sekretion von z.B. IL-2 und IFN-y wie auch zu einer deutlichen Heraufregulation der 
Expression von Zelloberflachen-Molekulen wie CD25, CD69, CD71, welche fur die Interaktion 
der T-Zellen mit anderen Immunzellen, z.B. B-Lymphozyten, notwendig sind; vgl. Chambers und 
AQison, Current Opinion in Immunology 9 (1997), 396-404. Durch die Ko- Stimulation iiber den 
CD28-Rezeptor laCt sich des weiteren die Proliferation der T-Lymphozyten deutlich steigem. 
Auch wird durch die Ko-Stimulation fiber den CD28-Rezeptor die T-ZeU-Steuerung der B- 
Lymphozyten-Funktiott so optimiert, daO es zu einer erhohten Sekretion von Antikorpem kommt 




Weim die Fuiiktion des CD28-Rezeptors aufgehoben wird, kommt es zu eiuer drastischeu 
Fiinktiouseinbulie der Immunabwehr. Das konnte anhand einer transgeaen Maus gezeigt werdeu, 
in der das CD28-Gea durch homologe Rekombination zerstort wurde (ein sogenannter "CD28- 
knock-out"). Die aiif diese Weise gestorte Aktivieiamg der Antigen- spezifisclieu T-Zellen fiihit zu 
einer fehlenden Ko- Stimulation. Diese wiederum fukrt zu einer Storung der T-Zell-Funktion, d.h. 
zu einer verminderten Proliferation der T-Zellen und zu einer drastisch verminderten Synthese 
verschiedener Zytokine. Die fehlende Ko- Stimulation fiilirt letztendlich zu einer verminderten 
FunJction der Antigen- spezLfischen Immunabwehr. So wird u.a. durch das Fehlen von CD28 die 
Bildung Antigen- spezifischer IgGl- und IgG2-Antik6rper durch B-Lymphozyten auf 10% des 
Normwertes reduziert; vgl. Shahinian et aL, Science 262 (1993), 609-612; Lucas et al. Journal of 
Immunology 154 (1995), 5757-5768. 

Uber eine Ko- Stimulation durch eD28 kann man in vitro auch das Emdringen des Aids- Virus in 
T-Lymphozyten verhindem; vgl. Riley et al.. Journal of Immunology 158 (1997), 5545-5553. 
Entsprechende Versuche sind in vivo noch nicht durchgefiihrt worden, Bekaxmtlich schaltet CD28 
viele Zytokin-Gene an, die in vivo tax erheblichen Nebenwirkungen fuhren konnen. Die Blockade 
der Rezeptoren von CD28 durch ein losUches CTLA-4-Immunglobulin-Molekul ist in 
Affenmodell erfolgreich eiugesetzt worden, um die AbstoBimg von transplantierten Nieren zu 
verhindem. Hierbei wurde CTLA-4 in Kombination mit ehiem Antikorper gegen das CD40- 
Liganden-Molekul eingesetzt worden; vgl. Kirk et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 94 (1997) 
8789-8794. Die Blockade der CD28-Rezeptoren betriffi jedoch samtliche T-Lymphozyten und 
nicht nur die bereits aktivierten, da CD28 auf T-Lymphozyten konstitutiv exprimiert wird. 

Es besteht somit ein Bedarf an einem ko-stimulierenden Oberflachenmolekul, das nur auf 
aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird. Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein 
Oberflachenmolekiil auf aktivierten T-ZeUen, das erne starke ko-stimulatorische Wirkung auf 
zentrale Funktionen der T-Lymphozyten auRveist, bereitzustellen. Eine weitere Aufgabe der 
Erfindung ist es, Substanzen, z.B. monoklonale Antikorper gegen das ko-stimulatorische 
Oberflachenmolekiil, natiirliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 
Oberflachenmolekiils bereitzustellen. 

In einer ersten Ausfuhmngsform betriflft die Erfindung ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat der Ko- Stimulation von T-Zellen, charakterisiert dadurch, daJi a) das Polypeptid auf 



aktivieiten 004""- und CDS^'-T-Lymphozyten, aber nicht auf mhenden oder aktmeiteu B-Zellen, 
Granulozyten, Moaozyten, NK-ZeUen (natlirUche KiUerzeUen) oder dendritischen Zelleu 
vorkommt, und b) das Polypeptid ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein Molekulargewicht vou 
etwa 55 bis 60 kDa (Kilodalton) hat, bestimmt in einer nicht reduzieienden Natriumdodecylsiilfat- 
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), und wobei die zwei Polypeptidketten des 
Polypeptids ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa und etwa 29 kDa haben, gemessen in einer 
reduzierenden SDS-PAGE. 

Das erfindungsgemaJie Polypeptid (nachstehend auch 8F4-Molekul oder 8F4 genannt) wird erst 
nach Aktivierung der T-Lymphozyten exprimiert, und zwar sowohl auf CD4^- wie auch auf 
CD8''-T-ZeUen. In einer nicht reduzierenden SDS-PAGE weist das 8F4-Molekul ein 
Molekulargewicht zwischen etwa 55 und 60 kDa (Kilodalton) auf Das 8F4-Molekal ist aus zwei 
Peptidketten zusammengesetzt, wobei die beiden Peptidketten in einer reduziemden SDS-PAGE 
ein Molekulargewicht von etwa 27 und etwa 29 kDa aufweisen. Histologisch kann man das 8F4- 
Antigen auf aktivierten T-Lymphozyten un lymphatischen Gewebe der Tonsillen und 
Lymphknoten eradeutig nachweisen, insbesondere ia Kehnzentren, dem Ort der Interaktion von 
T-Lymphozyten imd B-Lymphozyten bei der Generierung von Antikorpem, Ex vivo isoUerte 
tonsillare T-Zellen smd zu etwa 50-80% positiv fiir das 8F4- Antigen und weisen Zeichen einer 
fortgeschrittenen Aktivieixmg auf Das 8F4-Molekul ist auf ruhenden oder aktivierten B-Zelleu, 
Granulozyten, Monozyten, NK-ZeUen und dendritischen Zellen nicht nachweisbar. 

Eine wichtige biologische Aktivitat des 8F4-Molekttls ist seine ko-stimuUerende Aktivitat von T- 
Lymphozyten. Die ko-stimuherende Aktivitat kann bestimmt werden nach Linsley, et al. Journal 
of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Die ko-sthnulierende Aktivitat des 8F4- 
Molekuls ahnelt der ko-stimuUerenden Aktivitat des CD28-Molekuls, welches als zentrales 
Verstarkungselement der Antigen-Erkennung durch das Lnmunsystem identifiziert worden ist. 
Das 8F4-Molekul unterscheidet sich jedoch m vielen Aspekten von CD28. So muB die Expression 
des 8F4-Molekuls auf der Oberflache der T-Zellen erst induziert werden, wahrend CD28 
konstitutiv exprimiert whrd. Auch in der Funktion sind deuthche Unterschiede nachweisbar: Die 
Ko-Stimulation iiber CD28 fiihrt zur Uberexpression zahkeicher Lymphokme, u.a. des 
Interleukm-2 (IL-2). Auch die Ko-Stimulation iiber 8F4 fiihrt zu emer verstarkten Sekretion von 
Lymphokinen, nicht jedoch des IL-2. Somit unterscheidet sich die ko-stimulatorische Aktivitat 
des 8F4-Molekuls von der Aktivitat des CD28-Molekuls. Da die Stimulation iiber 8F4 nicht alle 
Zytokin-Gene anschaltet, ist eine Ko-Stimulation iiber 8F4 in vivo vorteilhaft, z.B. gegeniiber 



eioier Ko- Stimulation xiber den CD28-Rezeptor. Auch imtersclieidet sich die Induktion, die 
Expression, der Expiessionsoit und die Fimtoion des 8F4-Molekias von aUen anderen bekannteu 
ko-stimulatorisch wiiksamen Molekulen. 

Bei dem erfindungsgemaCen 8F4-Molekul handelt es sich urn ein neues Oberflachenmolekul auf 
aktivieiten T-ZeUen, das eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf zentrale Funktionen der T- 
Lymphozyten aufweist. Die Expression in vivo deutet u.a. auf eine wesentUche BeteiHgung des 
8F4-Molekuls an der Kooperation von T-ZeUen mit anderen ZeUen des Immunsystems wie B- 
ZeUen oder dendritischen ZeUen im Rahmen der humoralen und zeUularen Immunabwehr gegen 
Viren imd Bakterien bin. 

Nach Expression hat das 8F4-Molekul in vitro eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf 
verschiedene Funktionen der T-Lymphozyten: 

1. DeutUche Verstarkung der Proliferation von T-Lymphozyten. 

2. Deutliche Verstarkung der Synthese bestimmter Zytokine durch die T-Lymphozyten. 

3. Stark erhohte Expression von Steuerungs-Molekulen, z.B; Oberflachenmolekule und 
Zytokine, auf und in T-Lymphozyten. 

4. Deutliche Verbesserung der T-ZeU-induzierten Antikorper-Bildung (IgM und IgG) durch B- 

Zellen 

In einer zweiten Ausfiihrungsform betrifft die Erfinduug monoklonale Antikorper gegen das 8F4- 
Molekiil. Die erfindimgsgemaJien monoklonalen Antikorper konnen auf ubliche Weise nach dem 
von Milstein mid Kohler, Nature 256 (1975), 495-497, beschriebenenVerfahren hergesteUt 
werden. Insbesondere konnen die erfindungsgemafien monoklonalen Antikorper hergesteUt 
werden, mdem Mause mit T-ZeUen, die in vitro mit Phorbohnyristatacetat (PMA) und lonomycin 
("2-Signal-System") fiir 24 h aktiviert worden sind, immimisiert werden. Die Milzzellen der 
immunisierten Mause werden mit Myelom-ZeUen fusioniert. 8F4-spezifische monoklonale 
Antikorper werden dadurch identifiziert, dafi sie 2-Signal-aktivierte, jedoch nicht ruhende T- 
Lymphozyten erkennen. Auch farben 8F4-spezifischen Antikorper mit einem Signal (entweder 
PMA Oder lonomycui) stimuUerte T-Zellen in eiaem auf ubUche Weise durchgefiihrten 
Nachweisverfahien nicht an. 8F4-spezifische Antikorper ergeben ein typisches Anfarbemuster von 
tonsiUaren T-Zellen imd erkennen ein Antigen von etwa 55 bis 60 kDa m einer nicht 
reduzierenden SDS-PAGE und von etwa 27 kDa und etwa 29 kDa in einer reduzierenden SDS- 




PAGE auf aktrvieiten T-Lympliozyten. 

In einer weiteren Ausfiihmngsform betriflft die Erfindung HybridomzeUeu, die die 
erfindungsgemafteu monoklonalen Antikorper herstellea. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform betriflft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, die die 
biologisclie Aktivitat des erfindimgsgemaiien Polypeptids 8F4 hemmen, als Arzneimittel 
Besonders bevorzugt ist Verwendung der erfindungsgemaUen monoklonalen Antikorper, 
naturlicher oder synthetischer Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 8F4-Molekuls. Diese 
Substanzen konnen als Arzneimittel verwendet werden, zur Vorbeugung oder Therapie von 
Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur Behandlung von 
Autoimmunkrankheiten oder zur Verhinderung der Abstofiungsreaktionen bei 
Organtransplantationen. Die Blockade der Interaktion des 8F4-Antigens mit seinem Rezeptor 
verbessert z.B. die Verhinderung der OrganabstoBung, da eine solche Blockade nur bereits 
aktivierte T-Lymphozyten betriflft. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung betriflft die Verwendung des erfindungsgemaUen 
Polypeptids als Arzneimittel. Insbesonders kann das erfindungsgemaiJe Polypeptid, zur 
Vorbeugung oder Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, 
insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder 
chronischeu viralen Erkrankungen wie HCV-oder HB V-Infektionen verwendet werden. 

Das erfiuadungsgemalie Polypeptid kann ebenfalls auf ubUche Weise in Zellen eingefiihit werden, 
so daiJ diese Zellen das Polypeptid z.B. konstitutiv exprimieren. Z.B. kann die das Polypeptid 
codierende Nukleinsauresequenz oder ein Vektor, mnfassend die das Polypeptid codierende 
Nukleinsauresequenz, z.B. die cDNA oder genomische DNA, Promotoren, Enhancer imd andere 
fiir die Expression der Nuklemsauresequenz benotigten Elemente, in eine Zelle eingeschleust 
werden. Femer kann das erfindimgsgemafie Polypeptid z.B. mittels Liposomen in Zellen 
eingefiihrt werden, die das Polypeptid danach auf ihrer Zelloberflache ausbilden. 
Erfindungsgemali konnen diese Zellen als Arzneimittel verwendet werden, msbesondere zur 
WiederhersteUung der Dysregulation des menschlichen Immunsystems, wie sie im Rahmen 
zahlreicher chronischer Infektionserkrankungen auftritt, z.B. im Rahmen von AIDS, 
Asthmaerkrankungen oder bei chrouischen viralen Hepatitiden (z.B. HCV, HBV), oder zur 
Stimulation des Immimsystems in vitro oder in vivo, wie z.B. fiir die Therapie von 



Krebseikraukungen verwendet werden. 



lu einer weiteren Ausfuhnmgsform werden Substanzen, die das erfindungsgemaCe Polypeptid 
spezifisch erkennen, zur Diaguose von Erkrankungen. an denen das Immunsystem beteiligt ist 
verwendet, wobei die Substanzen tnsbesondere einen monoklonalen Antikoiper, natiirUche oder 
synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. Zur Diagnose kann z.B. eiu 
ELISA-Nachweis, DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay. Nephelonaetrie oder 
eine liistocliemische Anfarbung verwendet werden. Die Durchfuhrung dieser Nachweise sind dem 
Fachmann bekannt. 

Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung: 

Fig. 1 zeigt das Ergebnis einer Immunprazipitation des 8F4-Antigens iaus aktivierten humaneu T- 
Zellen. (a) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; 12% 
Polyacrylamidgel (PAA-Gel)) reduzierend, (b) SDS-PAGE (10% PAA-Gel) nicht reduzierend. 
Angegeben sind die Bedingungen zur Elution des A-ntigens von der 8F4-Matrix. "SDS" bedeutet 
Natriumdodecylsulfat; "DTT" bedeutet Dithiothreitol, "Mr" bedeutet Molekulargewicht und 
"kDa" bedeutet Kilodalton. 

Fig. 2a zeigt das Ergebnis einer DurchfluCzytometrie nach Induktion des 8F4-Antigens auf CD4*- 
T-Zellen. Die Aktivierungsdauer der T-Zellen ist in Klammem angegeben. "PMA" bedeutet 
Phorbolmyristatacetat; "PHA" bedeutet Phytohaemagglutinin; "OKT3" ist ein monoklonaler 
Antikorper gegen CD3; "MLR" bedeutet gemischte Lymphocytenreaktion (engl: mixed 
lymphocyte reaction); "mAK 9.3" ist ein monoklonaler Antikorper gegen CD28; "SEB" bedeutet 
Staphylokokken Enterotoxin B. 

Fig. 2b zeigt das Ergebnis einer Kinetik der Induktion des 8F4-Antigens auf CD4*-T-ZeUen nach 
Aktivieruug mit PMA und lonomycin in einer Durchflufizytometrie. Aufgetragen ist die 
Immunfluoreszenz (log) gegen die ZeUzahl. 



Fig. 3 zeigt das Ergebnis einer DurchfluCzytometrie zur Identifikation von Molekulen, welche an 
der Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiUgt sind. "bio" bedeutet 
biotinylierter Antikorper. 



Fig. 4 zeigt das Ergebnis einer histochemischeu Untersuchung zur Lokalisation von 8F4-positiveu 
Zelleu in der Tonsille. 

Fig. 5 zeigt das Ergebnis einer Expressions- Analyse von 8F4 auf T- und B-Zellen aus humaneu 
TonsiUen in einer DurchfluJJzytometrie. "bioPE" bedeutet biotinyHeiter Antikorper und 
Streptavidin-Phycoerythrin Sekundarreagenz. 

Fig. 6 zeigt die Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktiviei-ungsmarkem (CD69, 
CD45) in einer DurchflulJzytometrie. 

Fig. 7 zeigt schematisch die verstarkte Expression von Aktivierungsmolekulen auf T- 
Lymphozyten nach Ko- Stimulation durch 8F4. OflFene Kreise (O) stehen fur 8F4 Antikorper; 
Dreiecke (♦) stehen fur unspezifisclier Antikorper gleichen Isotyps; ausgefullte Kreise (•) stehen 
fur anti-CD28-Antikorper-9.3. 

Fig. 8 zeigt einen schematischen Vergleich der ko-stimulierenden Wirkung von 8F4 mit der ko- 
stimulierenden Wirkung von CD28. "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper; "ATAC" bedeutet 
"Activation induced T cell derived And Chemokine related"; "cpm" bedeutet radioaktive Zerfalle 
pro Minute. 

Fig. 9 zeigt schematisch die Verstarkung der Synthese der Antikorper vom IgM- und IgG-Typ 
durch die B-Zellen nach Ko-Stknulation von T-Zellen. "ng" bedeutet Nannogramm; "ml" bedeutet 
MilliUter; "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper. 

Fig. 10 zeigt schematisch die Verhinderung der aktivierungsinduzierten Apoptose peripherer T- 
Zellen nach Ko- Stimulation durch 8F4. 

Die nachstehenden Beispiele erlautem die Erfindung imd sind nicht einschrankend zu verstehen. 
Beispiel 1: Generierung des 8F4-Antik6rpers 

Balb/c Mause wurden mit himianen T-Zellen immunisiert, welche vorher fiir 24 h mit 33 ng/ml 
des Phorbolesters Phorbohnyristatacetat (PMA), (Sigma, Deisenhofen), und mit 200 ng/ml der 
Ca^^-Ionophore lonomycm (Sigma, Deisenhofen) aktiviert worden smd (sogenannte "2-Signal- 



Aktivieiimg"). Nacli di-eimaligem Boostera wurden die Milzzellea der Mause mit dem Myelom 
P3X63Ag8.653 (ATCC Nr.CRL-1580) fiisionieit imd Antikorper-sezemiereude Hybridome uach 
Staudardmethodeu geueriert; vgl. Peters iind Baumgaiteu, Monoclonal Antibodies. Spiinger, 
Heidelberg, 1992. Das Durchmustem der erhaltenen Antikorper eifolgte auf aktivieiten versus 
ruhenden T-ZeUen in der Durchfluiizytometrie. Aktivierte ("2-Signal-Aktiviei-ung") und ruhende 
T-Zellen wurden mit dem Hybridomiiberstand inkubiert imd anschlieBend mit einem 
flomeszenzmarkierten Sekundarantikorper markiert; vgl. Shapiro, Practical Row Cytometiy. 
Wiley-Liss, New York, 1995. Nur die Antikorper, welche Molekule erkannten, die ausschlielilich 
dmch PMA und die Ca^^-Ionophore lonomycin auf der T-Zell-Oberflache induziert wurden, 
jedoch nicht durch eines der Agenzien aUeine ("2-Signal-Molekule") wurden fur eine weitere 
Reinigung ausgewahlt. Die erhaltenen Antikorper wurden in der DurchfluBzytometrie auf 
Ahnlichkeit bzw. Verschiedenheit zu bekannten Antikorpem gegen Aktivierungsmolekule (vgl. 
Tabelle 1) auf T-Zellen xmtersucht. Kriterien waren hierbei neben der schon oben erwahnten "2 
Signal- Abhangigkeit" die Kinetik der Induktion auf stimulierten T-Zellen und die Expressiou auf 
verschiedenen ZelUinien. 

Beispiel 2 ' Trnmun prazipitation des 8F4-Antigeas 

Obei-flachenmolekule von aktivierten humanen T-ZeUen vmrden mit ^^^I nach Staudardmethodeu 
iodiniert und mit dem Antikorper 8F4 nach Standardmethoden immunprazipitiert; vgl. Godmg, 
Monoclonal Antibodies: Principle and Practice. Academic Press, London, 1996. Fiir die 
Immunprazipitation wurde der Antikorper nach Schneider et al.. Journal of Biological Chemistry 
257 (1982), 10766-10769, an Protein G (Pharmacia, Freiburg) gekoppeU (8F4-Matrix). Das 
Waschen der Matrix erfolgte nach Schneider et al., siehe vorstehend. Das immunprazipitierte 8F4- 
Molekul wurde auf ubliche Weise m der SDS-PAGE (nicht reduziert und reduziert) auf seine 
molekulare Masse analysiert; Goding, siehe vorstehend. 

Beispiel 3. DurchfluBzvtometrie 

Die Analyse der 8F4-tragenden T-Zellen ia der Durchflufizytometrie erfolgte nach 
Standardmethoden; vgl Shapiro, Practical Flow Cytometry. Wiley-Liss, New York, 1995. 



Ausfulu-ungsbeispiel 3.1: Durchflufizytometrie nach Induktion des 8F4-Antigens auf CD4''-T- 
Zellen. 
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CD4^-T-Zelleu aus dem peripliereii Blut wurden mit verschiedeaen Ageiizien in libliclier Weise 
stimulieit uiid auf Expressiou des 8F4-Molekuls in der DurchflxiBzytometrie nach ublichem 
Verfahxen untersucht. Die Aktiviertmgsdauer der T-Zellen betmg mit den verschiedenen Ageuzien 
zwischen 24 Stunden und 144 Stunden. Aktivienmgsmodi: Phorbolmyiistatacetat (PMA; 33 
ng/ml), lonomycin (200 ng/ml), Phytohaemagglutinin (PHA 1,5 mg/ml), OKT3 (monokloualer 
Antikoiper gegen CD3), gemischte Lymphocytenreaktion (MLR, "mixed lymphocyte reaction" 
zwichea 50 000 CD4^-T-ZeUen und 100 000 B-ZeUen), mAk 9.3 (monoklonaler Antikoiper 
gegen CD28), Staphylokokken Enterotoxin B (SEB, 0,1 ng/ml). Die Auswertmig ergab, dafi 
verschiedene Stimuli geeignet sind, das 8F4-MoIekul auf T-Zellen zu indxmeren, jedoch in 
unterschiedlicher Expressionsdichte. Am potentesten sind neben den stark wirksamen 
pharmakologischen Agenzien PMA und lonomycin solche Stimuli, die erne ko-stimulatorische 
Situation darstellen, wie z.B. akzessorische Zellen in der MLR oder der ko-stimulierende mAk 
9.3. 

Ausfuhrungsbeispiel 3.2: Kinetik der Induktion des 8F4-Antigens auf CD4^-T-Zellea nach 
Aktivierung mit PMA imd lonomycin. 

CD4'^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit PMA (33 ng/ml) und lonomycm (200 ug/ml) 
m ubUcher Weise stimuliert imd nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden auf die Expression des 8F4- 
Molekuls m der DurchfluBzytometrie in ublicher Weise untersucht. Das Molekul ist bereits nach 
vier Stimden auf der Oberflache detektierbar, gehort also zur Klasse der relativ firuhen 
Aktivierungsantigene. Auch nach 48 Stimden wird das Antigen noch gut exprimiert. 

Ausfiihrungsbeispiel 3.3: DurchflulJzytometrie zur Identifikation von Molekiilen, welche an der 
Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiligt sind. 

50 000 CD4^-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit 100 000 allogenen tonsUlaren B- 
Zellen fur 6 Tage ko-kultiviert (37°C, 5,2% CO2, 200 jil RPMI 1640 mit 10% PCS in 96-WeU- 
Rundbodenplatten) und danach auf die Expression des 8F4-Molekuls in der I>urchfluJ5zytometrie 
untersucht. Zu Beginn der Kultivierung wurden verschiedene Antikorper (anti-CD80, anti-CD86, 
anti-MHCn; alle 10 mg/ml) der Kultur hinzugefugt, um die Abhangigkeit der 8F4-Induktion von 
diesen Molekulen zu xiberprufen. Die E?q)ression von 8F4 lafit sich nur durch Blockade der 
CD86/CD28-Interaktion blockieren, nicht jedoch durch Blockade von CD80. Der Blockade- 




EfFekt ist hierbei uoch starker als die Blockade voa MHCH (PositivkoutroUe). 

Ansfiibi-ungs beispiel 3.4: Expression von 8F4 auf T- und B-ZeUen aus liumanen TonsiUeu. 

B-ZeUen b2AV. T-ZeUen aus tonsillarem Gewebe von verschiedenen QueUen wurden auf ubliclie 
Weise gereinigt und in der DurchfluBzytometrie auf die Expression des 8F4-MolekuIs untersucht. 
Wahiend auf B-ZeUen das Signal nicht eindeutig signifikant war, exprimierten etwa 50-80% der 
tonsillaren T-Zellen das 8F4-Molekul in unterschiedUcher Dichte. Es lassen sich hierbei zwei 
Populationen unterschiedlich holier Fhxoreszenz (8F4-"high" bzw. -"low") erkennen, dereu 
Auspragung bei den verschiedenen Tonsillen unterschiedUch ist. So weist z.B. Tonsillen eine 
ausgepragte 8F4-"low"- und andere Tonsillen eine auspepragte 8F4-"high"-Population auf 

Ausfiihnmgsbeispiel 3.5: Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktivierungsmarkera. 

Aus kumanen Tonsillen gereinigte T-Zellen wurden in der 2-Farben-DurchfluBzytometrie auf die 
Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktivierungsmarkem analysiert. In Tonsillen wird 
8F4 ko-exprimiert mit CD69 wie auch mit Varianten des CD45-Molekuls. Hierbei sind die 8F4- 
"high"-Zellen eindeutig mit einer CD45RO-Expression korreUert, wahrend die 8F4-negativen 
Zellen den Phanotyp CD45RA tragen. CD45RA wird hauptsachUch von sogenannten "naiven" T- 
Zellen expiimiert, wohingegen CD45RO mit einer Efifektorzellfunktion assoziiert ist. Es handelt 
sich also bei den 8F4^Zellen hauptsachlich um "reife" T-ZeUen. CD45RO und eD45RA sind 
Isoformen von CD45. 

Beispiel 4: Lokalisation von 8F4-positiven Zellen m der Tonsille 

Tonsillares Gewebe in Gefiierschnitten wurde mit dem 8F4-Antik6rper in der APAAP-Technik 
(alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase) nach Standardverfahren angefarbt. 8F4*- 
ZeUen wurden vorzugsweise im Keimzentrum der Tonsillen vorgefimden, aber z. T. auch in der 
T-Zell-Zone der Tonsillen. 

Beispiel 5: Ko-Stunulation von T-Lvmphozvten 

96-Well-Plattea wurden mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Antikorper beschichtet (20 fig/ml), 
gewascheu, und mit dem anti-CD3 monoklonalen Antikorper OKT3 (verschiedene Verdiinnungen 



eines Aszites) und dem ei-fiudungsgemafieu 8F4-Antik6rper (2 mg/ml) beladeu. Als 
IsotypkontroUe wurden der OKMl Antikorper oder der 2A11 Antikorper (beide 2 mg/ml) 
vei-weudet. 

Ausfuhiimgsbeispiel 5.1: Verstarkte Expression von Aktiviemngsmolekulea auf T-Lymphozyten 
nacli Ko- Stimulation durch 8F4. 

Gereinigte CD4'*"-T-Zellen aus dem peripheren Blut wmrden mit verschiedenen Konzentrationen 
des monoklonalen Antikorpers OKT3 aktiviert und gleichzeitig mit dem 8F4- Antikorper oder 
einem unspezifischen Antikorper gleichen Isotyps ko-stimuliert. Als Vergleich wurde die 
Kostimulation mit dem anti-CD28-Antik6rper-9.3, einem der starksten bekannten ko- 
stimulatorisclien Antikorper, durchgefiihrt. Selbst bei optimaler Stimulation iiber CD3 ist sowohl 
mit dem mAk 8F4 als auch mit mAk 9.3 noch ein ko-stimulatorischer EflFekt zu sehen. Im 
suboptimalen OKT3-Bereich, d.h. dem Bereich, in dem ohne Ko- Stimulation keine voile T- 
Zellaktivierung mehr erzielt werden kann, konnen beide Antikorper die Expression anderer 
Aktivierungsantigene um den Faktor 4 bis 100 steigem, wobei die Wirkung des anti-CD28- 
Antikorpers auch noch bei sehr hohen OKT3-Verdunnungen sichtbar wird. Dies ist darauf 
zunickzufiihren, dafi bei sehr schwacher OKT3-Stimulation das 8F4-Antigen nicht mehr auf die 
Zelloberflache gebracht und somit auch nicht vom mAk 8F4 kreuzvemetzt werden kann. 

Ausfuhrungsbeispiel 5.2: Vergleich der ko-stimuUerenden Wirkung von 8F4 mit der ko- 
stimulierenden Wirkung von CD28. 

Gereuiigte CD8''-T-Zellen v^rden fiir 51 h mit einer suboptimalen Konzentration des 
monoklonalen Antikorpers OKT3 stimuUert. Als Ko-Stunulatoren wurden Antikorper 8F4, 
Antikorper 9.3 (anti-CD28) mid IsotypkontroUen eingesetzt (jeweils 2 mg/ml). Nach Ablauf der 
Stimulationsdauer wurde die ProUferationsrate der T-Zellen durch ^H-Thymidin-Einbau bestimmt. 
In Parallelkulturen wurde der Uberstand entfemt und die Konzentration der Zytokine 
ATAC/Lymphotactin xmd IL-2 bestimmt. BezugUch der IL-2-Synthese unterscheiden sich 8F4 
und CD28 sehr stark voneinander. CD28-Ko- Stimulation fiihrt, v^e auch im Stand der Technik 
beschrieben (Chambers und AUison, Current Opinion in Immunology 9 (1997), 396-404), zu 
einer sehr starken IL-2 Sekretion. Mit 8F4 hingegen liegt die IL-2 Produktion unterhalb der 
Nachweisgrenze. Die ProUferation ist jedoch in beiden Ansatzen vergleichbar, das autokrine 
Wachstum der T-Zellen muli also bei 8F4-Ko-Stimulation auf andere Faktoren zuriickgefiihrt 




werdeu. Auch in bezug auf die Sekretiou des Lymphokins ATAC unterscheideu sicli die beideu 
Antikoiper in der ko-stimulatorischeu Wirkung kaum. 

Beis piel 6: Bestimmung der von B-Zellea svuthetisiertea Immun globuliae nach Interaktion init 
8F4 ko-st imnlieite n T-Zellea 

96-Well-Platten wui'den mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Aatik6q)er beschichtet (20 mg/ml), 
gewaschen, vind mit dem anti-CD3 monoklonalen Antikorper OKT 3 (1:500 bis 1:80 000 Aszites) 
und dem erfiudungsgemafien 8F4- Antikorper (2 mg/ml) beladen. Als Isotypkontrolle wurde der 
OKMl-Antikorper oder der 2A 11- Antikorper verwendet. In einigen Experimenten wurde zum 
Vergleich eine Ko- Stimulation mit einem CD28-spezifisclien Antikorper ("9.3") durchgefiihrt; vgl. 
Hara et al.. Journal of Experimental Medicine 161 (1985), 1513-1524. In die so vorbehandelten 
Kulturplatten warden pro weU 50 000 gereinigte (Magnetobeads, Dynal, Hamburg) CD4^-T- 
Zellen (>95% Reinbeit) aus demperipheren Blut und 25 000 allogene tonsUlare B-Zellen (negativ- 
Selektion durch T-Zell-Rosettierung mit Schafserythrocyten, 96% Reinheit) pipettiert und fiir 8 
Tage ko-kultiviert. Nach dieser Zeitdauer wurde der Uberstand entnommen und auf die 
Konzentration sezemierter Immunglobuline vom IgM- und IgG-Typ im ELISA auf ubliche Weise 
analysieit; vgl Nishioka and Lipsky, Journal of Immunology 153 (1994), 1027-1036. 

Ausfiihrungsbeispiel 6.1: Verstarkung der Synthese der Antikorper vom IgM- und IgG-Typ durch 
die B-Zellen nach Ko-Stimulation von T-ZeUen. 

Gereiodgte CD4''-T-Zellen aus demperipheren Blut wurden fur 8 Tage mit allogenen B-Zellen aus 
Tonsillen m liblicher Weise ko-kultiviert. Bei einer suboptimalen Stimulation der T-Zellen mit 
dem OKT3-Antik6rper verstarkt die Ko-Stimulation der T-Zellen dm'ch 8F4 die Sekretiou der 
IgM- und IgG- Immunglobuline um den Faktor 40. 

Beispiel 7: Verhinderung der aktivierungsmduzierten Apoptose periph erer T-Zellen nach Ko- 
Stimulation durch 8F4. 

Periphere T-Zellen (iiber Nylonwolladharenz in iibUcher Weise aufgereioigt) wurden fur 20 h mit 
PHA (1.5 mg/ml) stimuliert und iiber 6 Tage mit IL-2 kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen 
durch OKT3 mit und ohne Ko-Sthnulation durch mAk 8F4 (2 mg/ml) restimuliert. Die Apoptose 
wmde durch Anfarbung der DNA mit Prop idiumio did in der EhirchfluBzytometrie (FACS) 



bestimmt. Bei suboptimaler Stimulation uber deu T-Zellrezeptor-Komplex kami Ko-Stimulatiou 
iiber 8F4 deu Anteil apoptotischer Zelien um den Faktor 4 senken. 

Tab.l: 



Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die verwendetea Antikorper (Klon), deren Herkunftsquelle 
(Quelle), die Spezifitat gegen ihr jeweiliges Antigen (Spezifitat) und gegebeneofalls ikre 
Markierung (Label) wider. 



Spezifitat 


Label 


isotyp 


T/"l ^ _^ 

Klon 




CD3 


Cy-Chrome 


IgGl 


UCHl 1 


Pharmingai, Hamburg 


CD3 




IgG2a 


OKU 


AiCC UlvL-oUUl 


CDllb 




Igvjzb 


UJsJVll 




CD25 


Frrc 


igCj2a 


til .4y.y 


jjnmunotecn, narriDurg 


CD28 




lgCj2a 




jjTiniunex v-'Orp., oudLuc, uo-rv 






IgG2b 


HIlOO 


Pharmingen, Hamburg 


CD45RO 


Frrc 


IgG2a 


UCHLl 


Inimunotech, Hamburg 


CD69 


FITC 


IgGl 


FN50 


Pharmingen, Hamburg 


CD80 




IgGl 


L307.4 


Becton Dickinson, Heidelberg 


CD86 




IgG2b 


IT2.2 


Pharmingen, Hamburg 


CD154 


Frrc 


IgGl 


TRAP-1 


Hybridom^ 


MHCn 




IgG2a 


L243 


ATCC HB-55 


8F4 




IgGl 


8F4 


Hybridom^ 


8F4 


Biotin 


IgGl 


8F4 


Hybridom^ 


Isotyp IgGl 




IgGl 


2A11 


Hybridom^'^ 


Isotyp IgGl 


FITC 


IgGl 


2A11 


Hybridom^'^ 


Isotyp IgGl 


Biotin 


IgGl 


ASA-1 


Hybridom^ 



Die Hybridomzellinie wurde auf ubliche Weise generiert, der Antikorper aufgereinigt und gegebenenfalls 
markiert. 

2 

gerichtet gegen ein synthetisches Peptid 

Die in den Beispielen verwendeten Antiseren und Sekundarreagenzien wurden bezogen von: 
Ziege-anti-Maus-Ig, FITC-konjugiert, von Jackson Immune Research Lab., USA; Streptavidin, 
PE-konjugiert, von Jackson Immuno Research Lab., USA; Kaninchen-anti-Maus-Ig-Fraktion, von 
Sigma, Deisenhofen. 



0 . . 0 



Patentanspriiche 

1. Bill Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stixnulatiou von T-ZeUea, dadurch 
charakteiisieit, dali 

a) das Polypeptid auf aktivierten CD4^- und CD8^-T-Lymphozyten, aber nicht auf inhenden oder 
aktivierten B-ZeUen, Giaaulozyten, Monozyten, NK-ZeEen oder deudritischen ZeUen vorkommt, 
und 

b) das Polypeptid ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 
kDa hat, bestimmt in einer nicht reduzierenden Natriumdodecylsulfat- 
Polyacrylamidgelelektrophorese, und wobei die zwei Polyp eptidketten des Polypeptids ein 
Molekulargewicht von etwa 27 kDa und etwa 29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden 
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese. 

2. Monoklonaler Antikorper, der das Polypeptid nach Anspruch 1 spezifisch erkennt. 

3. Monoklonaler Antikorper, der das Polypeptid nach Anspruch 1 spezifisch erkennt, 
dadurch gekennzeichiiet, daB B-ZeUen von Mausen, die mit PMA und der Ca^^-Ionophore 
lonomycm aktivierten humanen T-Lymphozyten immunisiert werden, mit einer Myelomzellinie zu 
einem Antikorper- sezemierenden Hybridom fiisioniert werden und die monoklonalen Antikorper 
m der DurchfluBzytometrie auf 2-Signal-Molekul-aktivierte gegen ruhende T-Zellen gereinigt 
werden. 

4. Hybridomzelle, die den monoklonalen Antikorper nach Anspruch 2 oder 3 erzeugt. 

5. Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des Polypeptids nach Anspruch 
1 hemmen, als Arzneimittel. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die Substanzen einen monoklonalen Antikorper, 
naturUche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

7. Verwendimg von Substanzen, die die biologische Aktivitat des Polypeptids nach Anspmch 
1 hemmen, zm* HersteUimg eines Arzneimittels zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten oder 
zur Verhindenmg der AbstoBungsreaktionen bei Organtransplantationen. 
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8. Vei-wendimg des Polypeptids uacli Anspiaich 1 als ArzueimitteL 

9. Verwendimg des Polypeptids nach Anspruch 1 zur Herstellung von Arzaeimittelu zur 
Behaudluug von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chionischen viialeu 
Erkrankimgen wie HCV- oder HB V-Infektionen. 

10. Verwendving von ZeUen, enthaltend das Polypeptid nach Anspruch 1, als Arzneimittel. 

11. Verwendimg von Zellen nach Anspruch 10 zur HersteUung eines Arzneiioittels zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 
Erkrankungen wie HCV- oder HB V-Infektionen. 

12. Verwendimg von Substanzen, die das Polypeptid nach Anspruch 1 speztfisch erkennen, 
zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Inmiunsystem beteihgt ist. 

13. Verwendimg nach Anspruch 12, wobei die Substanzen einen monoklonalen Antikorper, 
naturhche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

14. Verwendimg nach Anspruch 12 oder 13, wobei zur Diagnose em ELISA-Nachweis, 
DurchflulJzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay, Nephelometric oder eine histochemische 
Anfarbung verwendet wird. 
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